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3. Resumen 
En los últimos años se ha evidenciado que el uso de células madre mesenquimales de tejido 
adiposo (ADSC) contribuye a la regeneración de la piel ante diferente tipo de heridas, 
estimulando a las células que proliferen y a que el tejido lesionado recupere su estructura 
normal. Debido a las complicaciones que resultan de heridas en la piel causadas por 
quemaduras o bien úlceras resulta necesaria la implementación de terapias alternativas que 
mejoren la regeneración. Por ello se buscó comprobar el potencial regenerador de las ADSC. 
Para esto se emplearon 5 grupos de roedores a los que se les realizó una herida cutánea y se les 
aplicó los siguientes tratamientos: solución salina como control negativo, ADSC en 
suspensión, un andamio de agarosa, un andamio de agarosa con ADSC, y finalmente un 
producto comercial como control positivo. Se calculó la tasa de cierre de la herida y se 
realizaron análisis histológicos. Aunque no hubo diferencias significativas en el tiempo de 
cierre de la herida entre los diferentes tratamientos, a nivel histológico si se evidenció que 
aquellos grupos tratados con ADSC presentaron un mejor proceso regenerativo que el resto de 
los tratamientos, principalmente observado en una menor inflamación, ausencia de 
paraqueratosis y mayor retracción de la herida, indicando así el potencial regenerativo de estas 
células en lesiones de piel. 
 
4. Palabras clave 
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5. Introducción 
La Medicina Regenerativa (MR) es un campo que se enfoca en la reparación, y regeneración 
de células, tejidos y órganos dañados. Esta área envuelve varias estrategias como ingeniería de 
tejidos, terapia celular y factores de crecimiento, aplicación de biomateriales, entre otros, por 
lo cual requiere de un equipo interdisciplinario para desarrollar nuevas terapias, desde biólogos, 
biotecnólogos, médicos, ingenieros en materiales, genetistas, biólogos moleculares, entre otros, 
lo que facilita la traslación del conocimiento científico a la práctica clínica (Steinhoff, 2011). 
La terapia celular es una estrategia que se ha venido utilizando en la clínica desde hace ya 
varias décadas. Entre los tipos de células utilizados, se destacan las células madre 
mesenquimales, que se caracterizan por su capacidad de autorrenovación y diferenciación en 
varios linajes. La ventaja de estas células radica en que, por encontrarse en tejidos adultos y 
accesibles, poseen implicaciones éticas menores y métodos de obtención seguros, poco 
invasivos pero eficaces, por lo que han sido ampliamente utilizadas con éxito como parte de la 
MR (Rohban & Pieber, 2017). 
A nivel internacional se ha evidenciado que la aplicación tópica e intradérmica de células 
madre mesenquimales de tejido adiposo, contribuye a la regeneración de la dermis y epidermis 
en heridas crónicas y agudas, estimulando a las células que proliferen y a que el tejido lesionado 
regenere en vez de que se convierta en una cicatriz fibrótica (Lo Furno et al, 2016).  
Nuestro país no es una excepción. En el Instituto Tecnológico de Costa Rica, a través del 
Centro de Investigación en Biotecnología, se estableció en sus instalaciones el Laboratorio de 
Ingeniería de Tejidos en el 2004. Desde esa fecha, investigadores de ese centro han venido 
realizando proyectos de investigación orientados al desarrollo de terapias que proporcionen 
una mejor regeneración a personas que han sufrido afecciones de la piel, ya que, en muchos 
casos los tratamientos disponibles no son suficiente. A raíz de esas investigaciones, se han 
establecido protocolos de aislamiento y cultivo de células de la piel humanas y células madre 
mesenquimales provenientes de tejido adiposo (ADSC por sus siglas en inglés); y a parte del 
manejo in vitro, también se establecieron ensayos con animales de laboratorio a modo de 
prueba piloto con resultados exitosos (Morales, 2006; Castro y Morales, 2019). 
En Costa Rica, las lesiones en la piel (quemaduras y úlceras) representan un problema de salud 
pública importante. Sin embargo, actualmente no se cuenta con información estadística 
actualizada al respecto, por falta de un sistema de registro estadístico estandarizado, diversidad 
de servicios para la atención médica, el nivel socioeconómico de cada uno de los pacientes, en 
otros. A pesar de carecer de datos epidemiológicos para evaluar y describir el impacto de la 
enfermedad, no por ello se debe minimizar esta dolencia (Nettel et al, 2013). 
En el caso específico de las úlceras, también va a depender de su etiología, por ejemplo, en 
miembros inferiores los tratamientos recomendados son la compresión mayor a 40 mm de 
mercurio y cirugía de venas superficiales, pero estos tratamientos resultan insuficientes en al 
menos el 35% de los pacientes. Además, se reporta una cicatrización de la úlcera en 24 semanas 
con recurrencia del 12% en menos de un año. 
Debido a los resultados insatisfactorios descritos, es necesaria la implementación de terapias 
alternativas que mejoren o promuevan la regeneración de lesiones de esta naturaleza. Una 
opción podría ser la terapia celular con células madre mesenquimales derivadas de tejido 
adiposo. Como bien se sabe, este tipo de terapias está ganando terreno en la medicina a nivel 
mundial por su gran potencial regenerativo. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue 
analizar la efectividad de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
expandidas in vitro, en la regeneración de heridas agudas en un modelo murino. 
 
6. Marco Teórico 
Las células madre mesenquimales (MSC por sus siglas en inglés) poseen una serie de 
características únicas que las hacen buenas candidatas para terapias celulares en el campo de 
la MR, entre ellas: técnicas de aislamiento relativamente sencillas, poseen la habilidad de 
diferenciarse en células de origen mesenquimal y no mesenquimal, tienen la habilidad de 
expandirse en cultivo sin pérdida de la capacidad de diferenciación, y no tienen implicaciones 
éticas tan fuertes al ser tomadas de tejido adulto, no inducen a una respuesta inmune porque 
carecen de expresión de HLA-DR, inducen inmunosupresión en la zona donde son 
trasplantadas, tienen propiedades antiinflamatorias y tienen la capacidad de migrar hacia los 
tejidos dañados para inducir y modular la regeneración (Porada et al, 2010). 
Aunque muchos trabajos se han enfocado en el uso de MSC derivadas de médula ósea, es 
importante indicar que también se han logrado aislar de numerosos tejidos incluyendo cerebro, 
hígado, pulmones, sangre fetal, cordón umbilical, riñones y material de liposucción. La amplia 
distribución de este tipo de células en el cuerpo, dan indicios de que éstas funcionan 
normalmente para mantener la homeostasis, probablemente mediando el mantenimiento y 
reparación de los tejidos respectivos (Zuk et al, 2001; Zuk et al, 2002). 
Debido a que el tejido adiposo es más accesible y se encuentra en cantidades importantes, las 
células madre de este tejido, han sido utilizadas en muchas aplicaciones para la regeneración 
de piel. Por ejemplo, se han utilizado modelos porcinos, murinos y conejos para probar ADSC, 
así como la fracción vascular estromal en lesiones de piel con resultados exitosos (Rodríguez 
et al, 2015).  
Como está descrito, la regeneración de una herida se puede dividir en tres fases: inflamatoria, 
proliferativa y de remodelación (Murphy y Evans, 2012). Se ha determinado que las ADSC 
actúan en cada una de ellas. En la fase inflamatoria, estas células secretan factores que son 
capaces de disminuir la inflamación y aumenta la actividad antibacteriana a través de la 
modificación del fenotipo de los macrófagos. En la fase proliferativa, se da una mejor 
inducción en la angiogénesis al reclutar células endoteliales. Además, estimula el reclutamiento 
de fibroblastos y queratinocitos para ir repoblando la herida e iniciar el cierre de la misma. 
Finalmente, en la fase de remodelación, regula la deposición de colágeno lo que está 
directamente relacionado con la disminución en la formación de una cicatriz fibrótica resultado 
en una piel de mejor apariencia y más similar a la piel sana (Cequeira et al, 2016; Hassan et al, 
2014; Shingyochi et al, 2015). 
A parte de funcionar como una fuente de los factores de crecimiento que orquestan los 
mecanismos envueltos en la regeneración, se ha demostrado in vitro la diferenciación de las 
ADSC en: células similares a queratinocitos, fibroblastos dérmicos, adipocitos 
correspondientes a la hipodermis y músculo. Con estas células se han recreado análogos de 
piel, sin embargo, estos resultados hay que validarlos in vivo en un modelo de regeneración 
cutánea (Chan et al, 2012). 
Una gran interrogante en este tipo de terapias es si las células se desempeñarían mejor si son 
inoculadas dentro de un biomaterial, esto con el fin de incrementar el proceso de regeneración. 
Considerando el gran número de trabajos en animales que han utilizado ADSC, ya sea 
inyectados en la periferia de la herida o bien incorporadas de forma azarosa dentro de una 
matriz de diversos materiales, hay ciertos aspectos a considerar. Por lo tanto, resulta importante 
evaluar in vivo también el efecto de esta variable (Cequeira et al, 2013; Rustad et al, 2011) y 
así resolver uno de los principales inconvenientes de la aplicación directa de las células como 
lo es la limitada implantación de las mismas directamente en la herida. A la fecha, existen 
diferentes estrategias que permite combinar el uso de biomateriales, en este caso hidrogeles, en 
conjunto con ADSC. 
Actualmente, existe una gran variedad de hidrogeles que se han sido utilizado en 
investigaciones similares, donde se han reportado sus ventajas y desventajas. Dentro de los 
geles de origen natural más comunes se menciona: ácido hialurónico, alginato, mezclados con 
seda, fibrina, mezclas entre gelatina y colágeno entre otras. Por parte de los geles de origen 
sintéticos más utilizados se encuentran: polietilenglicol, poliacrilamida, poliNIPAAM, entre 
otros (Gnecchi, 2016). A pesar de las opciones disponibles, se han encontrado ciertas 
desventajas, el ácido hialurónico, tiene un alto costo, a parte que tiene que ser entrecruzado con 
otros materiales para poder ser utilizado para este fin (Averbeck et al, 2007), las gelatinas de 
origen vegetal (algas), aunque son de fácil acceso, no son inmunogénicas y poseen propiedades 
físicas y químicas bien definidas, se degradan rápidamente, lo que resulta en la pérdida de 
estabilidad mecánica que dificulta mantener la estructura biológica (Steinstraesser et al, 2012). 
La agarosa es un polisacárido (polímero lineal) formado por galactosa α y β que se extrae de 
las algas de los géneros Gellidium y Gracillaria. Es soluble en agua a temperaturas superiores 
a los 65°C, por lo que a temperatura ambiente es capaz de mantener su estructura de gel. Este 
polímero forma una matriz inerte y no tóxica que se emplea como una herramienta 
indispensable en gran cantidad de técnicas de biología molecular, bioquímica y genética. Su 
uso más extendido es para construir geles que permitan separar moléculas de ADN mediante 
electroforesis y se usa para fijar moléculas a su estructura como anticuerpos, antígenos y 
enzimas. Igualmente, se utiliza para el cultivo celular ya que puede mantener la viabilidad 
celular, la proliferación y la síntesis proteica por parte de las células in vitro (Lewandrowski et 
al, 2008). Además, se ha venido aplicando a la ingeniería de tejidos como material de relleno 
por sus características físicas y químicas, así como por su bajo costo (Garzón et al, 2013). 
La agarosa, por lo tanto, parece ser un excelente candidato para ser empleado con ADSC, 
gracias a la versatilidad de sus propiedades mecánicas al variar la concentración de uso, a su 
baja inmunogenicidad (no es citotóxico) y ausencia de rechazo, fácil manejo y manipulación 
en el laboratorio, bajo costo, y también a lo fácil que resulta la adhesión, expansión, 
proliferación de células y además secreción de factores y proteínas que podrían promover una 
adecuada regeneración. Además, al tener una porosidad variable, permite una adecuada 
infiltración de nuevos vasos sanguíneos, lo cual resulta indispensable para suplir de nutrientes 
a las células trasplantadas y a las que migran desde los bordes de la herida (Chen et al, 2007). 
Dentro de este trabajo se pretende: continuar con la línea de investigación con este tipo de 
células, mediante el proyecto 1510077 inscrito en la VIE, en donde se caracterizan y analizan 
las ADSC (Castro y Morales, 2019). Además, se analizó la regeneración de una herida cutánea 
en roedores al aplicar ADSC de origen autólogo en conjunto con una matriz de agarosa. Dicho 
tratamiento se comparó contra un tratamiento utilizado comúnmente en este tipo de heridas, 
que es Nanogen Aktigel ®, también se comparó la efectividad de las células aplicadas en 
solución salina, el gel de agarosa solo y solución salina como control con el fin de determinar 
y comparar la eficiencia de la terapia propuesta. 
Finalmente, es importante mencionar que, esta investigación podría funcionar como evidencia 
preclínica para el potencial desarrollo de un tratamiento que se escale a Fase Clínica I/II y de 
esta forma, incentivar la investigación clínica que llegue a culminar es una terapia que esté a 
disposición para los pacientes que sufran lesiones de esta naturaleza. 
 
7. Metodología 
Uso de animales de experimentación: Es importante mencionar que se contó con el permiso 
del Comité Institucional de Cuido y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad de 
Costa Rica, para poder utilizar los animales en este proyecto, bajo el expediente CICUA-047-
2016. Se utilizaron ratones macho adultos sanos de la cepa Balb-C de 25-30g de peso, los 
cuales fueron anestesiados antes de cada procedimiento con ketamina (90 mg/kg) y xilacina 
(10 mg/kg); cuando fue necesario realizar eutanasia, se aplicó la misma anestesia y se procedió 
a realizar dislocación cervical. 
Elaboración del andamio de agarosa: Se pesó 1.5 g de agarosa y se mezcló con 100 ml de 
PBS estéril. De esa solución, se tomó 33 ml y se agregó 10 ml de SFB, 1 ml de L-glutamina, 1 
ml de ATB/ATM y 55 ml de DMEM, todo lo anterior a una temperatura de 42°C.  
Cultivo celular: Justo después de realizar la eutanasia a los animales, se tomó muestras de 
tejido adiposo del pliegue inguinal de los roedores y se colocó en medio de transporte 
compuesto por solución salina tampón de Hank (HBSS) suplementada con 10% de antibióticos 
y antimicóticos hacia el laboratorio donde se procesó. En la cámara de flujo laminar se lavó 
con solución tampón de fosfatos (PBS) y 10% de antibióticos. Después, las muestras se 
cortaron en segmentos pequeños y se agregaron en una solución de colagenasa tipo I al 0.1% 
donde se incubaron durante 60 min. en agitación a 37ºC hasta observar una disgregación del 
tejido. Después, se inactivó la colagenasa agregando suero fetal bovino (SFB), y se filtró la 
suspensión celular para luego centrifugar por 10 minutos a 1200 rpm.  
Ante la presencia de eritrocitos, se agregó 5 ml de NH4Cl 0.8% y se volvió a centrifugar bajo 
las mismas condiciones. Luego se descartó el sobrenadante. Seguidamente se resuspendió el 
precipitado en medio de cultivo de Dulbecco (DMEM) con 10% de SFB, 1% antibióticos-
antimicóticos y 1% de L-glutamina. Se calculó el porcentaje de viabilidad y las células se 
incubaron a 37°C con 5% CO2, hasta lograr un estado de confluencia del 70%-80%. El medio 
de cultivo se cambió cada tres o cuatro días. 
Las células pasaje 2 a 80% de confluencia de tripsinizaron y se realizó una suspensión celular 
de 1x106 cél/ml se mezcló con 2 ml de la solución de agarosa anteriormente indicada y se dejó 
solidificar a temperatura ambiente (dentro de la cámara de flujo). De la mezcla anterior se 
chorreó 1ml por pozo en una placa de 12 pozos. Después, se agregó medio de cultivo completo 
y se dejó incubando en condiciones normales por 24 horas. Transcurrido este periodo, se 
sembraron 1 x 105 cél por pozo adicionalmente. Se revisó el gel con el microscopio con el fin 
de observar el crecimiento de las células y esperar que haya una suficiente confluencia para 
trasplantar. Parte de las células se mantuvieron en un cultivo en condiciones normales con el 
fin de mantener una reserva. 
Evaluación del andamio: El gel de agarosa preparado en el punto 1.1 se liofilizó y se trató con 
radiación gamma a tres diferentes dosis (0 kGy, 25 0 kGy y 50 kGy) con el fin de analizar si la 
irradiación afectaba las propiedades mecánicas. Se analizó una sola muestra del gel 
Debido a la naturaleza del gel, las evaluaciones mecánicas del sustrato las realizó la empresa 
Rheolution Inc. A las muestras liofilizadas, se les agregó 5 mL agua destilada a 40°C a cada 
uno de los tubos con las muestras irradiadas. La cámara térmica se encendió media hora antes 
de montar las muestras en el equipo. Una vez pasado este tiempo, se colocó las muestras en el 
porta muestras e inmediatamente se hizo la lectura de los perfiles de gelificación y propiedades 
mecánicas en el equipo ElastoSens™ Bio2 (Rheolution Inc). 
Inducción de la herida y aplicación de los tratamientos: La herida se realizó en un área 
aproximada de 1cm2 en el área interescapular con el fin de remover únicamente epidermis y 
dermis, el tejido muscular se dejó intacto. Después de realizar la herida en los animales, se les 
aplicó de forma tópica cada uno de los siguientes tratamientos 
Tratamiento A: 1x106 ADSC por kg/peso en solución salina, 6 animales 
Tratamiento B: Gel de agarosa sin células madre, 6 animales 
Tratamiento C: Células madre mesenquimales embebidas en gel de agarosa, 6 animales 
Tratamiento D: Nanogen Aktigel ® (Control positivo) 3 animales 
Tratamiento E: Solución salina (Control negativo) 3 animales. 
Después, a todos los animales se les cubrió el tratamiento aplicado con Tegaderm®, con el fin 
de monitorear cada tres días el cierre de la herida. A lo largo de los tratamientos, se monitoreó 
que los animales no presentaran síntomas de dolor utilizando “The Mouse Grimace Scale” y 
su comportamiento general, y se revisó la herida de manera diaria para detectar inflamación. 
Para el dolor postoperatorio se utilizó paracetamol 200 mg/Kg durante los cinco días 
posteriores a la cirugía. 
Medición del cierre de la herida y calculo la tasa de regeneración: La herida de los animales 
se midió utilizando una regla métrica (usada para la calibración y estandarización del área de 
la lesión) y se tomó una fotografía aproximadamente cada 3 días con cámara digital hasta que 
la herida cerró por completo o que transcurrieran 18 días. Las fotografías se analizaron para 
determinar la evolución del área de cicatrización de la lesión, y el porcentaje de regeneración 
cutánea en la lesión se determinó mediante la siguiente fórmula:  
(Área en el día de trasplante – área en el día postoperatorio X) x 100 
(Área en el día trasplante) 
Toma de muestras de piel: Luego del 100% del cierre o el transcurso de 15 días a partir de la 
operación, cada animal fue sometido a eutanasia utilizando pentobarbital al 20% a una dosis 
de 50 mg/kg intraperitoneal. Las muestras de piel del dorso de los animales donde se encontrará 
la lesión se colocaron en formalina tamponada al 10% 
Elaboración de láminas histológica: Se realizó una deshidratación del espécimen de piel con 
alcohol etílico durante un 1 minuto, luego se aclaró con tolueno y la peroxidasa endógena se 
neutralizó con peróxido de hidrógeno al 3% por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se 
siguió el proceso estándar mediante uso de un micrótomo para los cortes transversales de piel 
y la muestra se agregó en parafina fundida a 60 °C y se dejó en un horno, para luego dejarla 
solidificar a temperatura ambiente. Las secciones se tiñeron con hematoxilina y eosina para el 
análisis histológico. 
Análisis de las láminas y clasificación según criterios establecidos: La clasificación 
histológica se realizó según una serie de criterios establecidos, de acuerdo con las etapas de 
regeneración considerando aspectos como ausencia de epidermis, fibras de colágeno, tejido de 
granulación, presencia de vasos sanguíneos, grosor de epidermis, paraqueratosis entre otros 
(Won-Serk et al, 2010). Dichos criterios se emitieron por un patólogo por el sistema de doble 
ciego. 
Análisis estadístico: se analizó diferencias significativas entre los diferentes tratamientos a los 4, 8 y 
14 utilizando ANOVA en cada tiempo. Se calculo la normalidad, homocedasticidad e igual de los 
residuos de forma correspondiente. Se consideró significativo cuando p<0,05. 
8. Resultados 
En un estudio previo (Castro y Morales, 2019), se utilizó el protocolo aislamiento de células 
indicado en este informe con la misma cepa de ratón, para identificar los marcadores 
característicos de ADSC, así como el potencial de diferenciación de las células aisladas. De 
esta manera se aseguraba trabajar con las células indicadas: células madre mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo. 
Con respecto a la evaluación del andamio (Anexo 1), se observó que la dosis de irradiación 
gamma (para utilizarla como posible método de esterilización), incrementó las propiedades 
mecánicas de los geles de agarosa y que esta iba incrementando en el tiempo de gelificación 
(Figura 1.a). Una vez el gel solidificó luego de 50 minutos, es posible ver que las propiedades 
mecánicas cambiaron a sus valores (Figura 1.b). 
 
Figura 1. Módulo de Young para un gel de agarosa al 0,5% a) Durante la gelificación b) Después del 
gel formado (50 minutos) y estabilizado. Fuente: Informe preparado y enviado por la empresa 
Rheolution Inc. Por los costos de exportación solo se probó con una muestra 
 
Para probar la efectividad de las ADSC, se determinó la tasa de cierre cada tres días en cada uno de 
los animales luego de aplicar los diferentes tratamientos. En este caso se obtuvo que, durante los 
primeros 4 días, la mayor tasa de cierre se obtuvo con el tratamiento de células madre en solución 
salina, sin embargo, esta no fue significativa (ANOVA, p = 0,8941), mientras que la menor tasa de 
cierre se obtuvo en el grupo tratado con el control positivo. Del día 4 al día 8, fue el control positivo 
el que presentó la mayor tasa de cierre, sin diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
(ANOVA, p = 0,561); el resto de los grupos se comportaron de manera muy similar durante ese 
mismo lapso. Del día 8 al día 13, hay un comportamiento muy homogéneo entre los tratamientos. Los 
primeros grupos en cerrar, día 14 posterior a la elaboración de la herida, fueron a los que se le aplicó 
sólo agarosa, sólo solución salina como control negativo y Nanogen como control positivo, un día 
después, el grupo tratado con ADSC cerró completamente la herida, finalmente, el último grupo en 
cerrar al 100% fue el tratado con las ADSC + agarosa (Figura 2). De manera general, no se pudo 
observar diferencias significativas en la tasa de cierre entre los diferentes tratamientos aplicados 
(p>0,05). 
 
Figura 2. Promedio de la tasa de cierre de la herida de los diferentes grupos de ratones tratados con 
el producto comercial Nanogen Aktigel® (Nanogen) n=3, células madre mesenquimales derivadas 
de tejido adiposo en solución salina (ASC) n=6, células madre mesenquimales derivadas de tejido 
adiposo en un andamio de agarosa (ASC + Agarosa) n=6, un andamio de agarosa solo (Agarosa) n=4 
y solución salina sin células (SS) n=3. 
 
En general los animales no presentaron problemas mayores a nivel de dolor o comportamiento, 
a excepción de dos animales (tratamiento con sólo agarosa) a los cuales se tuvo que aplicar 
eutanasia antes de terminar el tratamiento debido a una infección en la herida. 
A nivel macroscópico, se pudo observar que las heridas de todos los tratamientos disminuyeron 
su diámetro a una velocidad similar (Figura 3), que se aceleraba una vez que se caía el 
Tegaderm® y se formaba el grano. Es importante destacar que algunos de los animales 
presentaban una leve molestia en los tratamientos que involucraban agarosa, lo cual se 
demostraba dado, que se intentaban quitar el recubrimiento antes que los demás animales, 
posiblemente debido a la sensación del andamio de agarosa sobre la herida. 
 
 
Figura 3. Avance del cierre de herida en el modelo animal según tratamiento: el producto comercial 
Nanogen Aktigel® (Control positivo) n=3, células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
en solución salina (ADSC) n=6, células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo en un 
andamio de agarosa (Andamio + ADSC) n=6, un andamio de agarosa solo (Andamio) n=4 y solución 
salina sin células (Control negativo) n=3. 
 
Con respecto al análisis histológico (Cuadro 1 y Figura 4), se puede indicar que claramente hay 
presencia de diferentes patrones. La paraqueratosis e inflamación son los elementos más importantes 
que diferencia a los grupos. De forma general se observa que la inflamación es menor en los grupos 
que fueron tratados con ADSC y el control positivo. Además, la densidad de colágeno fue menor en 
el tratamiento con agarosa sola, mientras que, en los demás grupos, fue intermedia y abundante. Es 
importante resaltar que la presencia de paraqueratosis fue muy notable en el control negativo y en el 




Cuadro 1. Evaluación histológica de muestras de piel de ratones con los diferentes tratamientos: 
producto comercial Nanogen Aktigel® (Nanogen) n=3, células madre mesenquimales derivadas de 
tejido adiposo en solución salina (ASC) n=6, células madre mesenquimales derivadas de tejido 
adiposo en un andamio de agarosa (ASC + Agarosa) n=6, un andamio de agarosa solo (Agarosa) n=4 





Nanogen ADSC + 
Agarosa 
ADSC Agarosa SS 
Inflamación + + + +++ ++ 
Densidad de colágeno +++ +++ ++ + ++ 
Paraqueratosis - - - + ++ 
Reepitelización ++ ++ ++ ++ ++ 









Figura 4. Cortes histológicos de muestras de piel de ratones con los diferentes tratamientos a) Piel 
sana, b) control positivo (Nanogen Aktigel ®), c) control negativo (solución salina), d) células madre 
mesenquimales (ADSC), e) células madre mesenquimales en un gel de agarosa al 0,5% y f) gel de 
agarosa al 0.5%. Aumento 20X. Barra de escala 56 μm. 
 
9. Discusión y conclusiones 
Se ha visto a través de múltiples estudios que, dentro de la hipodermis o la capa subcutánea, las ASC 
participan en la homeostasis de la piel de manera autocrina, paracrina e incluso endocrina lo que 
influye a nivel de expresión genética para orquestar el comportamiento de los fibroblastos, 
queratinocitos, así como células del sistema inmune para modular la regeneración de piel (Gaur et al, 
2017). Es entonces que, a partir de estas evidencias que las células mesenquimales aisladas de tejido 
adiposo (ASC) han sido ampliamente investigadas para desarrollar una terapia celular enfocada a la 
regeneración de la piel.  
Existen diferentes estrategias que se han utilizado, como vía de administración de las células, por 
ejemplo, se han aplicado vía sistémica o bien por vía directa/local (Sorrel & Caplan, 2010; Hamou et 
al, 2009). En el caso de heridas que se generan en la piel, la aplicación local resulta mucho más 
sencilla y menos invasiva. Se puede hacer utilizando solución salina como vehículo para su inyección 
intradérmica, o bien para aplicación tópica. Uno de los principales problemas con esta última, es que 
su destino final muchas veces es incierto (Falanga et al, 2007).  
Sorrell y Caplan (2010) reportan diferentes ensayos que utilizan colágeno y fibrina (moléculas propias 
de la matriz extracelular en este tejido) como andamios para inocular las células directamente en la 
herida, con resultados positivos. Cuando se utiliza un andamio, es importante considerar aspectos 
clave como la biocompatibilidad, así como las propiedades físicas y químicas, ya que las propiedades 
mecánicas de los sustratos para cultivos celulares pueden afectar la respuesta biológica (Barnes et al, 
2017; Garzón et al, 2013).  
En el presente caso se analizó las propiedades mecánicas del gel de agarosa elaborado, para utilizarlo 
como potencial andamio en la terapia celular. Tal y como se observó en los resultados, este parece 
depender de la temperatura y la dosis de irradiación. Los valores obtenidos del gel de agarosa al 0,5% 
se encuentran dentro del rango reportado por otros autores (Barnes et al, 2017; Grech, 2014; Mori et 
al, 2013), valores que también coinciden con algunas mediciones de la piel hechas a nivel in vivo e 
in vitro (Agache et al, 1980; Kaira et al, 2013), lo cual puede resultar prometedor desde esta 
perspectiva, sin embargo, es necesario analizar aún más propiedades físicas y mecánicas del gel y 
compararlas con la piel humana. 
Ya que se está usando agarosa como un material que forma parte de la terapia celular para promover 
la regeneración, es importante tener modelos animales antes de pasar a las pruebas clínicas. Moreno-
Jiménez y colaboradores (2018) mencionan que el uso de modelos animales en muchos casos aún es 
necesario para determinar la eficacia de terapias que usen materiales exógenos, antes de pasar a 
pruebas clínicas en seres humanos. De esta manera con el biomodelo se puede ayudar a verificar la 
reacción que el animal tendrá de manera local y sistémica ante el tratamiento, y además se generan 
datos suficientes para ayudar a predecir parcialmente la manera en que se comportará el cierre de la 
herida una vez que se pase a pruebas en humanos.  
En esta investigación el cierre completo de la herida se dio alrededor de los 14-16 días para los 
diferentes tratamientos evaluados, lo cual se mencionó anteriormente y puede ser observado en la 
figura 3. Estudios presentados por Kucharzewski y colaboradores (2019) en los que se utilizaban 
ADSC en diferentes modelos animales, presentaron el cierre completo de la herida alrededor de 2 
semanas luego de realizada la cirugía; lo cual demuestra que el protocolo utilizado en esta 
investigación obtiene resultados similares a los reportados por otros autores; al menos en lo 
relacionado al tiempo de cierre de la herida.  
Mehanna y colaboradores (2015), por ejemplo, utilizaron un modelo de herida de piel similar al 
descrito en este proyecto: aplicaron células madre mesenquimales derivadas de médula ósea de 
manera tópica, y evaluaron la regeneración de herida de manera funcional y microscópica. Los 
experimentos que realizaron estos autores mostraron tasas de regeneración sin diferencias 
estadísticamente significativas entre los diferentes tratamientos; pero a nivel histológico, aquellos que 
involucraban células madre mostraron una mejor calidad de tejido regenerado: con una mayor área 
cubierta por fibras de colágeno y una barrera epidérmica mejor formada.   
Investigadores como James et al (2018), Martinello et al (2018) y Irons et al (2018), realizaron 
ensayos de regeneración en piel utilizando animales de mayor tamaño: un modelo de oveja 
Bergamasca utilizando células madre mesenquimales de sangre periférica, un modelo de cerdo 
diabético utilizando ADSC y un modelo de cerdo Yorkshire al cual se inyectó ADSC, 
respectivamente. En todos los modelos se encontró una mejora en los parámetros de regeneración al 
estudiar la expresión de marcadores, comparando a los controles negativos.  
En este estudio, fue posible observar diferencias histológicas importantes en aquellos grupos que eran 
tratados con ADSC. Inicialmente, tal y como se observa en la Figura 4.d y 4.e. se observa menor 
cantidad de PMN y linfocitos dentro del tejido formado. Está bien documentado que las ADSC son 
capaces de disminuir la inflamación de manera paracrina (Lobardi et al, 2019). Si bien es cierto, 
durante la fase inicial de la regeneración es necesario el proceso inflamatorio, si este persiste durante 
más tiempo, se estimula la formación de tejido fibrótico, lo que se asocia con cicatriz y no con la 
restauración del tejido normal (Kumar et al, 2018). Es por lo tanto que, en esta etapa, la presencia de 
células proinflamatorias no representa un buen indicador de regeneración, sino más bien un proceso 
inflamatorio crónico. Estos mismos hallazgos coinciden con otros estudios realizador en roedores (Su 
et al, 2017), en cerdos (Irons et al, 2018), con células humana in vitro e in vivo (Taha et al, 2020) así 
como la aplicación en otras patologías inflamatorias (Ceccarelli et al, 2020). 
Con respecto a la paraqueratosis, también fue otra característica destacada en este estudio. Es 
claramente visible la ausencia de paraqueratosis en los grupos tratados con ADSC en comparación 
con los demás tratamientos. En contraste con la piel normal, donde los queratinocitos mitóticamente 
activos y nucleados residen en las capas basales, los queratinocitos de las heridas crónicas sobrepasan 
las capas inferiores haciéndose presente en el estrato córneo de la piel resultado de la 
hiperproliferación de la epidermis y una desregulación de la diferenciación de ellos, presente también 
en enfermedades como psoriasis o bien dermatitis atípica (Pastar et al, 2014; Usui et al, 2013). De 
esta manera, la ausencia de paraqueratosis es indicador de un proceso de regeneración adecuado; este 
proceso de atenuación de la paraqueratosis por efecto de ADSC fue hallado por Kim y colaboradores 
en el 2018, en un modelo de ratón de dermatitis atípica. 
La deposición de colágeno durante la regeneración es un evento que inicia entre el día 3 y 5 posterior 
a la herida y continua por algunas semanas dependiendo del tamaño de la herida, así como otros 
factores. Durante la reparación temprana el colágeno que se deposita es el III y posteriormente con 
forme el tejido se remodela y madura, cambia por colágeno tipo I. Durante estos eventos, hay un 
balance entre el depósito y la degradación de colágeno con el fin de que la cantidad sea moderada. 
Un exceso en la densidad de colágeno puede representar una fibrosis, mientras que ausencia puede 
ser perjudicial para el proceso de remodelación y regeneración de la piel (Kumar et al, 2018). En este 
caso fue posible observar que la cantidad densidad de colágeno varió entre los grupos: fue poca en el 
grupo tratado con agarosa, alta en el control positivo y el grupo tratado con células embebidas en 
agarosa, y moderada en el grupo tratado sólo con ADSC. En otros estudios se ha visto que las ADSC 
se han asociado con el incremento en la formación de tejido de granulación, así como la formación 
de matriz extracelular (deposición de colágeno), sin embargo, es importante considerar que para el 
caso de los roedores en general, estos mecanismos de reparación no son los predominantes, sino más 
bien la contracción (Bliley et al, 2016) por lo que, en este ensayo, la deposición de colágeno y el 
tejido de granulación, no se pueden considerar como indicadores sobresalientes o diferenciadores de 
la reparación tisular murina. Es importante destacar que tanto el depósito de colágeno como de ECM 
no solo es influenciada por los factores paracrinos liberados por las ADSC sino que ellas mismas 
tienen esta capacidad de síntesis (Paganelli et al, 2020) factor importante en la regeneración de la piel 
en seres humanos. 
Otro aspecto sobresaliente fue el hecho de que el tejido formado se ve más retraído y la cicatriz más 
pequeña en el grupo tratado con ADSC, aunque a nivel macro todas las heridas estaban complemente 
cerradas. Esta retracción o contracción de la herida está dada por los miofibroblastos y favorece en 
diferente medida según la especia al cierre de la lesión durante la etapa final de la regeneración, lo 
cual es un efecto deseado posiblemente inducido en parte por las ADSC (Kucharzewski et al, 2019; 
Li y Guo, 2018). Este efecto también ha sido reportado en la literatura por Dash y colaboradores 
(2009). 
Los estudios mencionados, así como otros similares, enfatizan que, en este tipo de experimentos 
aparte de realizar un análisis histológico, requieren una evaluación de la expresión de marcadores 
moleculares asociados a diferenciación en las capas dérmica y epidérmica de la piel, así como otros 
biomarcadores que respalden la regeneración. 
Kasap et al (2017) utilizaron un modelo diabético de ratón para generar heridas similares a úlceras, a 
las cuales se aplicó queratinocitos diferenciados a partir de células madre embrionarias (ESC) y de 
ADSC; los estudios que se realizaron fueron principalmente a nivel de marcadores moleculares para 
comparar la efectividad de ambas terapias celulares; y si bien se obtuvieron los mismos marcadores 
en ambos tratamientos, la estructura del tejido era más similar a la piel sana en el caso de 
queratinocitos obtenidos a partir de ESC.  
Park y colaboradores (2015) así como Kim y colaboradores (2019) aseveran que el 
preacondicionamiento hipóxico de las MSC, aumenta su potencial terapéutico. En sus estudios, las 
células se agruparon en clusters antes de ser aplicadas a la herida, lo cual mejoró el grado de 
neovascularización, reepitelización y regeneración encontrados; los datos recopilados sugieren que 
fue debido al aumento en la secreción de factores de crecimiento, lo cual se promueve gracias al 
agrupamiento celular. En los ensayos realizados para esta investigación, al usar agarosa como 
andamio para su inoculación se promueve el agrupamiento celular en el tratamiento correspondiente, 
lo cual a su vez conlleva a una mayor acumulación de factores de crecimiento en la zona de la herida, 
y con ello una mejor estructuración del nuevo tejido formado.   
Casos de estudio presentados por Mendoza, Liu y Galiano (2018) muestran que incluso los factores 
de crecimiento encontrados en el tejido adiposo (sin pasar por la expansión de ADSC in vitro), 
podrían ayudar en la regeneración de diferentes etiologías en la piel y puede ser una alternativa para 
no utilizar las células directamente. 
Por lo evidenciado en el presente estudio, se puede deducir que las ADSC contribuyeron a un mejor 
proceso de regeneración de la piel en este modelo murino de herida aguda. 
 
10. Recomendaciones 
Para obtener aún mayor evidencia, se recomienda realizar análisis de biomarcadores que apoyen las 
evidencias histológicas encontradas. 
Debido a la gran heterogeneidad de estudios, así como de criterios de evaluación en regeneración, se 
recomienda elaborar una herramienta estandarizada, que sirva para evaluar de manera cualitativa los 
cambios histológicos de la piel murina. 
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